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目的
湖沼 や海洋 に生活す る植物 プ ランク トンは、好適 な条件下で は数 時間か ら数 日の世 代時
間で分裂 を繰 り返 し個体密 度 を増加 させ るが(1,2(番 号 は参考文献 と対 応))、 不適 な
条件下 では捕食 や沈 降な どに よ り個体密 度 を急 速 に減少 させ る。 このた め、(種 ご との性
質の違 い に よりその時期 は異 なるが 、)自 然環 境 中の植物 プラ ンク トン各種の個体密 度 に
は著 しい増加 と減少が認 め られる(3)。 個体 密度 の増 減の中で植物 プラ ンク トン種 の多
様性 は変化 す る と考 え られ る。密度 が減少す る際 に多 様性 は低下す るが、 そればか りで な
く、密 度が増加す る際に も特 定 の環境 に適 した個体 が選択 され るこ とに よ り、多様性 は低
下 してい る可能性 が高 い。 この ため、植 物 プ ラ ンク トン種 は個体密 度の激 しい増 減の 中で、
種 内 の多様性 を保持す る ことが 困難 であ る と考 え られ る。それ に も関 わ らず 、 自然環 境 中
の植 物 プ ラ ンク トン種 は絶 滅す るこ とな く、好 適条件 になる と個体密 度 を増加 させ て いる。
植 物 プ ランク トン種が低 い多様性 の ままで存続 してい るのか、何 らかの機構 に よ り多 様性
を保持 してい るのか を明 らか にす る ことは、植 物 プランク トン種 の存 続 を考 える上 で極 め
て重要 であ る と考 え られ る。 しか し、形 態 に よる同種 内の個体識別 の難 しい植物 プ ランク
トン種 では多様 性 を検 出す る方法が無 く、 この ため、植物 プラ ンク トン種の存続 を多様 性
に着 目 して解析 す るこ とは難 しか った。
一方 、分子生 物学 的技術(バ イオテ クノ ロジ ー)の 普及 に伴 い、旧来、高価 で熟練 を要
して いた技術 が近年、比較 的安価 で容易 に利用 で きる ようになって きた。 これ らの技 術 は
植 物 プ ランク トンに も応用 され 、同 じ形 態 を持 ち同種 に分類 される植 物 プ ランク トン種 で
も、異 なるDNAを 持つ様 々な個体 にわけ られ るこ とが明 らか になって きた。 しか しなが
ら、植物 プ ランク トン種 内の遺伝 的多様 性 の解析 には、多 数の個体 の解析が必要 であ り、
旧来の時 間 と手 間のかか る方 法での解析 は、実 際上 、不可 能で あった。解析 を省力化 し、
多数の個体 の解 析 を行 うため には、極 めて少量 の試料 か ら簡便 に 目的のDNAを 増幅 し、
分析 に必要 な量 のDNAを 提 供す るpolymerasechainreaction(PCR)に よるDNA増 幅技術
の適 用が有効 で ある。PCRに よるDNA増 幅技術 を利用 し、植物 プ ランク トンの各個体 の遺
伝子 を増幅 、 これ を分析 す るこ とでDNA塩 基配 列 を指標 に植 物 プ ランク トンの各個体 を
識別す る ことがで きれば、 自然環境 中の植 物 プラ ンク トン種 の遺伝 的多様性の解析 が可能
にな る。本研 究で は、PCRを 利 用 した遺伝 的多様 性 モニ タリング技術 を開発 し、 この技術
を自然環境 中の植 物 プラ ンク トン種 に適 用す る こ とを 目指 す。 このた めに、1.植 物 プラ ン
ク トン各個体 の持つ少量のDNAよ り分子生 物学 的解析 に足 りる ような大量のDNAを 増 幅
す る技 術 を開発 し、2.個 体識別 に適当 な 「個体 間 に違 いの認め られるDNA」(指 標DNA)
を選択 す る。 さ らに、3.自 然環境 中で の植 物 プ ラ ンク トン種 の個体密 度の時 間変化 と種 内
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の遺伝 的多様 性の変化 を解析 す る ことを 目指 す。 この うち、 「1.植物 プランク トン各個体
の持 つ少量 のDNAよ り分子生 物学 的解析 に足 りる ような大量 のDNAを 増 幅す る技術 の開
発」 は1998度 、総合理 学研 究所産学協 同 プロジ ェク トの助 成 を受 け完 了 して い る。本年




珪 藻種 数種 につ い て指 標 遺 伝 子 の 解析 を行 い 、比 較 検 討 す る た め 珪 藻 種 単 離 株 を用 い た 。
「3.自然 環 境 中 で の植 物 プ ラ ン ク トン種 の個 体 密 度 の 時 間 変 化 と種 内 の 遺伝 的 多 様 性 の 変
化 の解 析 」 の 実 施 を予 定 して い る 、 海域 に しば しば 出現 す る、 珪 藻類5種5株
(Skeletonemacostatum(Grev.)Cleve(東 京 湾 試水 よ り単 離)、Thalassiosira
nordenskioeldiiCleve、Detonulaconfervacea(Cleve)Gran(サ ロマ 湖 試 水 よ り単 離)(1)、
Chaetocerossp.(カ ナ ダ北 方 準 州 レゾ リュ ー一ト海 峡 海 氷 よ り単 離)、Coscinodiscussp.(大
西 洋 グ リー ン ラ ン ド沖 ノ ース ウ ォ ター ポ リニ ア試 水 よ り単 離))を 実 験 に使 用 した 。
GuillardandRyther(1962)(4)の 組 成 で栄 養 塩 を強 化 した 濾 過 海 水(F/2培 地)中 で
50～150μmolphotonsm'2s'1の 光 強 度 の 連 続 照 明 下 で25℃(S.costatum)と5℃(残 り
の4種)で 培 養 を行 っ た 。対 数 増 殖 期 にあ る細 胞 を静 置 して沈 降 させ 、 上 澄 み を 吸 引 し濃
縮 した後 、 滅 菌 済 み 遠 心 管 中 で 、4℃ 、3000rpmで10分 間 遠 心 し回収 した 。細 胞 は遠 心 管
中 ご と液体 窒 素 で 凍結 し、-84℃ で 保存 した。
プ ラ イ マ ー の設 計
珪 藻 類 の 葉 緑 体 ゲ ノ ム上 に コ ー ドされ て い る リブ ロ ース ニ リ ン酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ・オ
キ シ ゲ ナ ーゼ(RuBisCO)の 大 サ ブユ ニ ッ ト遺 伝 子(rbcL)と 小 サ ブユ ニ ッ ト(rbcS)及
びrbcLとrbcSの 間 に介 在 す る非 コ ー ド領 域(本 報 告 書 中 で はrbcLSと 呼 ぶ こ とに す る)を
指 標 遺伝 子 の 候 補 と した 。 高 等 植 物 のrbcL、rbcSの 解 析 結 果 か ら、 反 応 中 心 領 域 を含 み保
存 性 が 良 く種 間 で あ ま り違 い の 認 め られ な いrbcLに 対 して 、rbcSは 変 異 が大 きい こ とが 明
らか にな っ て い る甲。 また 、珪 藻 類 で はrbcLとrbcSが 葉 緑 体 ゲ ノ ム上 に連 続 して 配 置 さ れ
てお り、 こ の 間 に酵 素 タ ンパ ク 質 を コ ー ドしな い100残 基 ほ どの 領 域 が 存 在 す る こ とが 、
最 近 の 知 見 か ら明 らか に な っ て い る'。 酵 素 を直 接 コ ー ドしな いrbcLSに は 、rbcSよ り も さ
らに大 きな変 異 が予 測 さ れ る 。 この よう に変 異 の程 度 の 異 な るrbcL、rbcS、rbcLSを 解 析
す る こ とで 、 いず れか の 遺 伝 子 が 個 体 識別 に適 当 な 「個 体 間 に違 い の 認 め られ るDNA」
と して 利 用 可 能 で あ る可 能 性 が 高 い 。rbcL、rbcS、rbcLSを 増 幅 す る た め に、 珪 藻 類 、紅
藻類 、褐 藻類 の 既 知 のrbcL、rbcSの 塩 基 配 列(図1)を 参 考 に、 保 存 性 の 高 い領 域 を推 定
し、 以下 の よ うな四 ヶ所(rbcL-F・rbcL-R・rbcS-F・rbcS-R)の 領 域 につ い て六 種(LF・
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図2.PCR用 プライマー を設計 した領域 と増幅され た断片
鋳 型DNAの 精 製
設 計 した プ ラ イマ ー に よ り、5株 でrbcL、rbcS、rbcLSの 増 幅 条 件 を検 討 す る た め 、5株
の 全 遺伝 子 を精 製 した 。 先 ず 、160℃ で4時 間 乾 熱 滅 菌 を行 い 他種 のDNAの 混 入 を排 除 し
た 乳鉢 を準 備 し、液 体 窒 素 で 冷 却 す る 。 この 乳鉢 中 で 液体 窒 素 を加 え なが ら各 株 の 凍 結 試
料 を粉 末 に した 。 この粉 末 を50℃ に保 温 した 試料 の5倍 量 の抽 出緩 衝 液(50mMTris-HC1
10mMNaCl2mMMgCl2最 終 濃 度)に 加 え 、 さ らにSDS溶 液 を最 終 濃 度1%に な る よ うに加
え た 。 これ にProteinaseKを0.05mg/ml(最 終 濃 度)と な る よ う に添 加 し、50℃ で1時 間 静
置 した 。 さ らに、ProteinaseKを 添 加 し(0.1mg/ml(最 終 濃 度))50℃ で1時 間 静 置 し後 、
再 度ProteinaseKを 添加 して(最 終 濃 度0.2mg/ml)50℃ で12時 間静 置 した 。 そ の 後 、
3000rpmで 室 温 で10分 間 遠 心 し、 上 清 を フ ェ ノ ー ル ・ク ロ ロ フ ォル ム抽 出 法(Sambrook
他1987)で 処 理 し、遊 離 したDNAを 精 製 した 。 凍 結 試 料19あ た り1mg以 上 のDNAが 精 製
され た 。DNA試 料 は 、蒸 留水 で 適 当 な濃 度 に希 釈 され 、PCRの 鋳 型 と して用 い た 。
PCR反 応 条 件 の決 定 精 製DNAを95℃ で20分 処 理 後 、急 冷 し1本 鎖DNAと した 。 こ
のDNA5～10ngを 鋳 型 と し、 合 成 ペ プチ ド(サ ワデ イ ー テ ク ノ ロジ 、カ ラ ム精 製 グ レー ド)
20～30μM(最 終 濃 度)とDNAポ リ メ ラ ー ゼ((PremixTaqDNAPolymerase(TAKARA))
を様 々 な温 度 条 件 で 反応 させ た 。 反 応 温 度 条 件 はPCRサ ー マ ルサ イ ク ラ(Cycler
PERSONAL(TAKARA))に よ り制 御 した 。 反 応 後 、 反 応 生 成 物 を含 む 反応 液10μ1を
1.0%の ア ガ 「ロー ス ゲ ル 中 で 電 気 泳 動 し、 エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ドで染 色 して 、DNA断 片 の
増 幅 の確 認 を行 っ た 。PCR反 応 に よ り 目的 のDNAが 増 幅 した と きに生 成 され る と予 想 され
る分 子 量 のDNA断 片 の み が 認 め られ た反 応 条 件 を 、 良好 な 反応 条 件 と した 。PCR反 応 産 物
の確 認 さ らに、 このDNA断 片 の う ち以 下 の 方 法 で ク ロー ニ ン グが 容 易 なrbcL断 片 ・rbcS
断 片 につ い て 塩 基 配 列 の 確 認 を行 った 。 先 ず 、 グ ラ ス ミル ク法(GENECLEANIIKit
(TAKARA))で ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 よ りDNA断 片 を 回収 し、TACloning法 に よ り
pCR2.1ベ ク ター(Invitrogen)に 組 込 み 、 こ れ を大腸 菌OneShotCell株(Invitrogen)に 導
入 した(TACIoningKitJr.(lnvitrogen))。DNA断 片 を導 入 した大 腸 菌 を培 養 後 、 ア ル
カ リSDS法 で プ ラス ミ ドを精 製 、 さ らに 、DNA吸 着 カ ラ ム(ス ピ ン カ ラム(TAKARA))
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を用 い て 不 純 物 を取 り除 い た 。 こ れ を鋳 型 と し、先 のPCR反 応 に用 い た プ ラ イ マ ー を用 い
て 、 シー クエ ン ス 反応 を行 い(dRhodamineTerminatoreCycleSequencingFSReady
ReactionKit(パ ー キ ンエ ル マ ー))、 電 気 泳 動 を行 っ た(ABIPRISM310Genetic
Analyzer)。1DNA断 片 に対 し、独 立 に遺 伝 子 を導 入 した3株 の大 腸 菌 を用 意 し、 そ こか
ら得 られ た プ ラ ス ミ ドにつ い て 塩 基 配 列 を決 定 した 。決定 され た塩 基 配 列 を解 析 ソ フ ト
(GENETIXMAC9.0(ソ フ トウエ ア 開発 株 式 会 社))を 用 い て解 析 し、 さ らに 、解 析 ソ
フ ト(CIUStalX)を 用 い て分 岐 図 を作 製 、rbcL断 片 ・rbC∫断 片 の種 間 の 変 異 を比 較 した 。
結果と考察
PCR反 応 条 件 の 決 定
六種(LF・LR・SF・SR・LSF・LSR)の プ ライ マ ー(図2)を 以 下 の よ うに設 計 した(表
1)・ 滅 菌水22μ1に 鋳 型DNA1μ1(5～20μ9/μ1)、 二種 類 の プ ラ イマ ー(図2の 四種 の
組 み合 わ せ;rbcL領 域 ・rbcS領 域 ・rbcLとrbcSを 両 方 を含 む領 域 、rbcL・rbcS間 の非 コ0
ド領 域 を増 幅 す るた め の プ ラ イマ ー の組 み合 わせ 、(以 後rbcLプ ラ イマ ーセ ッ ト ・rbc∫プ
ラ イマ ーセ ッ ト ・rbcL+rbcSプ ラ イマ ー セ ッ ト ・rbcLSプ ラ イマ ー セ ッ トと呼 ぶ))を 各1
μ1(20～30μ1)を 反 応 系 に加 え、 さ らに 、DNAPolymelrase(PremmixTaqDNA
Polymerase(TAKARA))25μ1を 反 応 チ ュ ー ブ に入 れ て 反 応 を開 始 した。95℃5分 ・ア ニ
リ ン グ2分 ・72℃2分 の 温 度 制御 を1周 期 行 った後 、94℃1分 ア ニ リ ン グ1分72℃2分 の 温 度
制 御 を29周 期 行 い 、 最 後 に72℃10分 の温 度 制御 を行 い 酵 素 を反応 させ た 。 ア ニ リ ング の
温 度 は60℃ 、55℃ 、50℃ で 行 い 、予 想 され た分 子 量 のDNA断 片 の み が 増 幅 され た 温 度 条
件 の うち、 最 も高 い 温 度 を以 後 の実 験 で ア ニ リ ン グ反 応 に用 い る こ と と した 。 そ の 結 果 、
全 て の種 の 鋳 型DNAに つ い て 全 て の プ ラ イマ ー セ ッ トで55℃ お よび50℃ の ア ニ リ ン グ温
度 で 、 予 想 され た分 子 量 のDNA断 片 の増 幅 が確 認 さ れ た 。
T.nordenskioedi似 外 の4種 で は 、rbcL・rbcS・rbcL+rbcSプ ラ イマ ー セ ッ トにつ い て 、55
℃ アニ リ ン グ で そ れ ぞ れ約1500・500・2000塩 基 対 のDNA断 片(rbcL断 片 ・rbcS断 片 ・
rbcL+rbcS断 片 と呼 ぶ)の 増 幅 が 認 め られ た 。 この4種 のrbcLSに つ い て は55℃ で は増 幅 が
認 め られ ず 、50℃ で 約100塩 基 対(rbcLS断 片 と呼 ぶ)の 増 幅 が 認 め られ た 。 こ れ は 、
rbcLSプ ラ イマ ー セ ッ トが 他 の プ ライ マ ー セ ッ トに比 べ て 、鋳 型DNAと の相 同性 が 低 か っ
た た め と考 え られ る。 一 方 、T.nordenskioediiで は55℃ の ア ニ リ ング温 度 で はDNA断 片 の
増 幅 が 認 め られず 、50℃ で初 め て そ れ ぞ れ 約1500塩 基 対 、 約500塩 基 対 、約2000塩 基 対
のDNA断 片 の 増 幅 が 認 め られ た 。T.nordenskioediiの 鋳 型DNAは 他 種 に比 べ て プ ラ イマ.___
セ ッ トとの 相 同性 が 低 か っ た た め と考 え られ る。 他 種 で も増 幅 の難 しか ったrbcLS断 片 の
プ ラ イマ ー セ ッ トを用 い たPCRに つ い て 、本 種 で は50℃ で も増 幅 が 認 め られ なか った 。
この た め 、 反 応 に先 立 ち反 応 系 の温 度 を95℃ に上 昇 させDNAPolymeraseを 添 加 す る
HotStar法 を試 み た と こ ろ 、初 め て約100残 基 のDNA断 片 の増 幅 が 認 め られ た 。 これ は 、
プ ラ イマ ー と鋳 型DNAの 低 い 相 同性 に よ り生 じて い た 反応 開始 時 の非 特 異 的 ア ニ リ ン グ




LF AAT GGG TTA CTG GGA TGC TTC ATA
LR ... TCT GCT GTA TCT GTA GAA GTA TAG T
SF TTA CAC AAG GTT GTT TCT CGT TCT TAC C
SR CCA CCT TCT GGA TTA GCT TGT ACA CT
LSF ACT ATA CTT CTA CAG ATA CAG CAG ATT T
LSft GGT .. AAC GAG AAA .. CCT TGT GTA A
PCR産 物 の確 認
全 ての 鋳 型DNAに つ い て 全 て の プ ラ イマ ー セ ッ トで 予 想 され た分 子 量 のDNA断 片 の増
幅 が確 認 され た 。得 られ たDNA断 片 がrbcL・rbcS・rbcLS・rbcL+rbcS断 片 で あ る こ と を確
認 す るた め に、rbcL断 片 とrbcS断 片 をTAク ロ ー ニ ン グ法 に よ りプ ラス ミ ドベ ク ター に組
み 込 み 、大 腸 菌 を用 い て この プ ラス ミ ドDNAを 大 量 に調整 した 。 さ ら に この プ ラス ミ ド
DNAを 用 い て 断 片 の塩 基 配 列 を決 定 した 。DNATaqPolymeraseの 読 み 間違 い を考 慮 し、
独 立 にプ ラス ミ ドベ ク タ ー を組 み 込 ん だ3株 の 大腸 菌 につ い て 解析 し塩 基 配 列 を求 め た 。
そ の結 果 、rbcL断 片 の 一 部(プ ラ イマ ーか ら約400塩 基 対)とrbcS断 片 の全 長 の 塩 基 配 列
が 決 定 さ れ た。rbcL断 片 の 一 部 に つ い て 決 定 され た 塩 基 配 列 は珪 藻(Cylindorothecasp.)
の既 知 のrbcLの 塩 基 配 列 と高 い相 同性(90%以 上)を 示 した 。 これ に よ り、rbcL断 片 が鋳
型DNAのrbcLの 一 部 を増 幅 した物 で あ る こ とが 明 らか に な っ た 。 この 領 域 はrbcLの 中 で も
比 較 的変 異 の大 きい領 域 で あ る こ とが 高 等 植 物 や 藻類 のFbcSか ら予 想 され て い た 。 そ れ に
も関 わ らず 高 い 相 同性 を示 した こ とは、rbcLを 指 標 遺 伝 子 に用 い る と、個 体 間 の み な らず
種 間 の違 い を解 析 す る こ と も難 しい と予 想 され る。 一 方 、rbcS断 片 につ い て は、 決 定 した
全 長 約500塩 基 対 の塩 基 配 列 の う ち、珪 藻(Cylindorothecasp.)の 既 知 のrbcSの 塩 基 配 列
に相 同性(83%以 上)を 示 す 部 分 が確 認 さ れ た 。 こ れ に よ り、rbc5断 片 が鋳 型DNAのrbcS
の 一 部 を増 幅 した物 で あ る こ とが 明 らか に な っ た 。 これ らの部 分 はCylindorothecasp .の
rbc3一 部 を増 幅 した物 で あ る こ とが 明 らか に な っ た 。 こ れ らの部 分 はCylindorothecasp.の
rbcSの うち 、下 流 側 の プ ライ マ ー一領 域 とそ の 外 側 を除 く部 分(約380塩 基)の 塩 基 配 列 に
相 当 して い た(図3)。Cylindorothecasp.のrわc∫ の 相 当 部 分 との 相 同性 は塩 基 配列 お よ び
ア ミノ酸 配 列 で 、S.costatumのrbcS断 片 で85%、88%、T.nordenskioeidii断 片 で83%、85
%、D.confervaceaで84%、87%、Chaetocerossp.で83%、85%で あ った 。 今 回求 め た
rbcS断 片 の塩 基 配 列 よ り求 め た ア ミノ酸 配 列(図4)に つ い て 、 解 析 ソ フ ト(clustalx)を
用 い て類 猿 関 係 を数 値 化 し、 分 岐 図 を求 め る と図5の よ う に な っ た 。 この 結 果 は 、 形 態 か
ら求 め られ た現 在 の 分 類 と良 く一 致 して お り、rわc∫断 片 の 塩 基 配 列 を用 い る こ とで 、 少 な
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く と も、種 間 の 変 異 の 大 小 を比 較 で き る こ とが 明 らか に な った 。rbcL断 片 、rbcS断 片 を増
幅 した同 じプ ライマ ー に よ り、予測 された分子量 のDNA断 片が得 られた こ とを考 え る と、
rbcS+rbcL断 片 もrbcS、rbcLの 部 を増 幅 した物 と考 え られ る。 この断片 につ い て も、
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Z30C-一 一TGGCTATATTCGTATGAATGCAτ 「「GATG⊂ 一A-TC丁TACGGTA(TGAAAGTTG--T
230C-一 一TGGTTAくATTCGTGTTAACGCGTTTGATGCTAGT--TA⊂GGTACTGAAAG丁TG-Tτ
Z27⊂AAATGG(TACA丁T⊂GTATGAATGCATTTGATG(TAGT--TACGGGACAGAAAGTTG⊂GT






































































































図4. rbcS断 片 について決定 されたア ミノ酸 配列 と
求め られ た分 岐図
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今 後 の 展 望
本研究 で は、rbcL、rbcS、rわcLS、r-bcL+rbcSの 領域 を増幅す るPCRに つい て、 プライ
マ ーの設計 に成功 し、反応 条件 を決定 した。 さらに、本研 究で は珪藻類 のrbcLとrbcSに つ
いて 、種 間の比較 に よ り変異の大 きさを検討 した。その結果、rbcLの 種 問差 は小 さいが、
rbcSは 比較 的大 き く、種 間の差 を検討 す るの に十分 な変異が認め られる こ とが 明 らか にな
った。個体 識別 に適 当な 「個体 間 に違 い の認 め られ るDNA」(指 標DNA)と してrbcLよ
りrbc∫の方が有望 である と考 え られ る。
増 幅 された断片が短 す ぎるため、 プラス ミ ドベ ク ターへ の組込 みが難 しいrbcLSに つ い
ては、本研 究 では解析 を行 わなか った。 しか しなが ら、r-bcLやrbcSに 比 べ て よ り大 きな変
異の予 想 され るrbcLSは 指標遺 伝子 として有 望 であ る。本研究 で増幅 に成功 しなが ら未解
析 のrbcLS断 片 お よびrbcL+rbcS断 片 には、 このrbcLSの 全領域 が含 まれて い る(図2)。 今
後、 これ らの断片 をダイ レク トシークエ ンス等 の方法 を用 いて解析 す る ことで 、rbcLS領
域 が指標遺伝 子 として適 当か どうか を明 らか にで きる。rbcL、rbcS、rbcLSの うち適 当な
領域 が決定 すれ ば、これ までの実験結 果か ら自然環境 中の個 体群へ適用す るこ とが可能 に
なっている。現在 、サ ロマ湖 試水 よ りD.confervacea等 の珪 藻種 を100株 程 度単離 中であ り、
適 当な領域 が明 らか にな りしだい、 これ らの株 を用い て 「3.自然環境 中での植物 プランク
トン種 の個 体密度 の時 間変化 と種 内の遺伝 的多様性 の変化の解析」 を行 う予定 であ る。
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